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緒言
近年､ 新規医薬品の 開発 にお いて と 卜にお ける体内動態の特性が開発の成否 を決定
する重要な要因 の 一 つ で ある ことが広く認識され るよう になり ､ 医薬品開発の初期段
階におい てと 卜の 薬物体内動態を予測しよう とする ､ ヒト in vitr o試験がなされるよう
にな っ て いる【1- 3]｡ ヒ ト in vI
'
tro試験 に は､ ヒト肝 ミク ロ ソ - ム ､ ヒ ト肝細胞初代培
養系ある い はと 卜肝 ス ライス など､ ヒ ト組織より調製 した材料【4ト あるい はと 卜の酵
素､ 受容体な どを異種細胞に発現させた ､ 組み換え発現系が使用 されて い る｡
ヒ ト材料のう ち ､ ヒト肝ミ ク ロ ソ ー ム は扱 いが最も容易で あり ､ 安定 した長期保存
が 可能で あるこ とから､ 現 在最も繁用 され て いる【5, 6】｡ しか し､ ヒ ト肝ミ クロ ソ ー ム
は ヒトの 組織よ り得られた材料 で ある こ とから､ そ の 入手 には常に倫理 的な 問題が付
随し､ 感染等の危険も避けて通る こと はで きな い ｡ さらに､ ドナ ー の 人種 ､ 年齢､ 病
歴 ､ 葉歴 ､ 遺伝要因 ､ 肝臓摘出まで の 時間 ､ 保存状態等 により ､ 得られ るミクロ ソ ー
ム申の辞乗活性が影響をうけるため【7, 8】､ 一 定の酵素活性と代謝特性を持つ ミク ロ ソ
- ム サ ン プル を継続的に入手する こ とは極め て困難で ある ｡ その ため ､ ヒ ト肝 ミクロ
ソ ー ムの代謝特性を人工的に再現する こ とがで きる､ in vitr o薬物代謝実験系を構築す
る ことが可能で あれ ば､ そ の 系はと 卜組織 に代わ る医薬品開発の 有用な 材料になるも
の と考えられる ｡
Cyto chro m eP450(C Y P)は多くの 医薬品の 代謝に関与 して い る こ と､ 本辞素を介 し
た薬物相互作用 が 多数報告され て いる こ とな どの 理 由によ り､ 医薬品の 代謝に関わる
最も重要な酵素 と考え られて いる ｡ その ため ､ H印 G 2細胞､ C O S細胞､ リンパ 芽球
様細胞 ､ 昆虫細胞､ 酵母 ､ 大腸菌などに発現させた系(ヒト CY P発現系)が作成され ､
ヒ ト肝 ミクロ ソ ー ム とともに､ ヒ ト in vl
'
tro試験に幅広く使用 され て いる ｡. ヒト C Y P
発現系は ､ ヒ ト組織の 入手 及び使用 に付随する倫埋的な問題が無く ､ 研究の対象とな
る C Y P分子種に焦点を絞りやすい 点で と 卜組織より優れて いる ｡ しか し､発 現率の C Y P
がと卜組織の C Y Pと酵素化学的に同 一 であ っ ても ､ そ の発現量､ 電子伝達系酵素で あ
る N A D P H- cyto chro m eP 450還元酵素(OR)､ cyto chr o m eb5(b5)と C Y P の存在比及び
小胞体の膜構成脂質な ど C Y Pを取り巻く環境が異な るo このため ､ ヒト C Y P発現系
で得られた結果 が と卜組織で得られた結果と必ず しも 一 致しな い可能性が指摘されて
いる【4】｡
本研究 で は､ ヒ 卜肝ミク ロ ソ ー ム の代替法と して使用 しうるヒ ト I
'
n vjtr o薬物代謝実
験系の 構築を目指し､ 現在ヒ 卜 I
'
n vJ
'
tr D試験として繁用 され て い る昆虫細胞 CY P3Å4
発現系の C Y P及び O R含量 ､ b5含量 ､ O R及び b5含量と C Y P含量の比(OR/C Y P及
び b5/G Y P)をヒ 卜肝 ミクロ ソ - ム と比較した ｡ また ､ これらの ヒ 卜 C Y P発現系におけ
る阻害剤 の影響 ､ 酵素反応定数(Km)､ 最大反応速度(Vm a x)等を検討 し ､ ヒ 卜肝 ミク ロ
ソ - ム との 薬物代謝 の特性の 相違点を明らか にする事を試みた(第 一 章)｡ 次 に ､ 第ニ
章では､ 第 一 章で見 出されたヒ 卜C Y P発現系とヒ卜肝ミクロ ソ ー ムの相違点につ いて ､
昆虫細胞発現系か ら精製 した C Y P3A 4 の再構成系を用い て検討し､ そ の機構の 一 端が
O R/C Y P及び b5/C Y Pの 存在比 の相違に ある ことを示唆する知見を得た ｡ 最後に ､ よ
りヒ卜肝ミク ロ ソ ー ム と代謝特性が近似したI
'
n vitro薬物代謝実験系を目指し､O R/GYP
及び b5/C Y P の存在比を調整可能な C Y P単独昆虫細胞発現系を作製し､ その代謝特性
をヒ卜肝 ミク ロ ソ - ム と比較した(第三章)｡
第 一 章 ヒ卜 C Y P発現系とヒ 卜肝ミクロ ソ ー ム における薬物代謝活性の 阻害およぴキ
ネテ イ クパ ラメ ー タ ー に関する比較
序文
現在ヒト CY Pの発現 には ､ 宿主として異種細胞である大腸菌､ 酵母及び昆虫細胞や
噂乳動物の細胞 である C OS 細胞及びリンパ芽球様細胞などが利用されて いる ｡ それら
の細胞を宿主と した CY P発現系は ､ それぞれ異なる特徴を有 して お り､ C Y P の発現量
に関して は､ 大腸菌発現系及び昆虫細胞発現系が高く ､ 晴乳動物細胞発現系で は比較的
低い こ とが知られ て い る【9- 13】｡ また ､ 昆虫細胞発現系においては ､ 内因性の 電子伝達
系がほとん ど存在 しな い の に対 し､ 酵母や リンパ芽球棟細胞で は､ 内因性の電子伝達系
が比較的高い レベ ル で存在するた め､ C YPのみの 発現で薬物代謝活性が得られる こ と
が報告されて い る【14】｡ さらに, 最近では ､ 宿主細胞の種頼 に関わらずと卜の 電子伝達
系タンパ クを CY Pと共発現する事により､ C Y P単独の発現系よりも遠か に高い活性が
得られる系が構築され使用 され て い る｡
本章で は上記 の と卜 C YP発現系の うち C YP 3A 4昆虫細胞発現系につ い て ､ C YP及
び O R含量､ b5含量 ､ OR 及び b 5と C Y P含量の比(O R/C Y P及び b5/G Y P)を ヒト肝
ミク ロ ソ ー ムと比較 し､ 両者の 相違に関する検討を行っ た ｡ また､ C Y P3 A 4
-
の特異的阻
害剤で あるケ トコ ナゾ ー ル及 びトロ レアン ドマ イシン(T A O)の影響､ 及 び CYP3A 4の
特異的な代謝経路 であ るテス トス テロ ン 6β位水酸イヒ反応(Rg. 1) の酵素反応定数 (K叫
と最大反応速度 (Vm a x) をと 卜肝 ミ クロ ソ ー ムと比較し､ 両者の代謝特性の質的及 び
量的相違点を明らか にする事を試みた ｡
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実験村料及び方法
1. 材料
CY P3 A4昆虫細胞発現系ミク ロ ソ ー ムで O Rを共発現させたもの(Lns3 A4＋ O R,Jot
No･13, 14)､ OR と b5を共発現させたもの(Jn $3 A4＋ O R＋b5,1otNo.28, 31), 数人の白
人から調製された肝ミク ロ ソ - ムを混合したもの(H L Ms, Jot No.14)及び個人の肝臓 か
ら調製された ヒ 卜肝 ミク ロ ソ - ム(HG,lotNo.1)は Ge nte st社(M A, U S A)から購入した ｡
ケ卜コ ナゾ ー ル はヤンセ ン協和(束京)よ リ供与された もの を用いた o 6P･ ヒ ドロキシテ
ス トステ ロ ンは URrafin eC he nh [s(Ma n che ste r, U K) ､ T A Oは S igl 柑(M O, U S A) よ
り購入した ｡ N A D P' ､ グル コ ー ス -6- リ ン醸 ､ グル コ ー ス ー6･ リン酸 デヒドロゲナ ー ゼは
オリエ ンタル酵母 エ業 (東京) より購入した ｡ テス トス テ ロ ン及びその他の試薬は特級
また は 一 級の 試薬を和光純薬エ業(東京)より購入した ｡
2. 酵轟発現量測定
2 - 1)CY P3 A4および b5発現量
C
.
Y P3 A4および b5 の発現量は ､ H L Ms および発現系に添付されていた デ ー タシ ー ト
の値を用いた ｡
2 - 2)OR 含量の 測定
C Y P3 A 4昆虫細胞発現系および H L Ms の O R含量を ､ La e m mrらの方法 【15】 に従い ,
10 %ポリアクリルアミ ドゲルを使用して 測定した ｡ CY P3 A4 昆虫細胞発現系は 0.05 -
0･5 n唱 州 ､ ヒ卜肝 ミク ロ ソ ー ム は1.0 - 2.0rTg/nd になるよう精製水で希釈したサ ンプ
ル を S DS- P A G Eにより分離した後､ ニ トロ セル ロ ー ス膜に電気的 (1 nWcが) に転写
した｡ 以下 ､ 一 次抗体として rab bita nti- ratOR a ntis e ru m(0,1% B S A含有 P B Sで 500
倍希釈)を用 い ､ To wbin ら【1 6]および Gu e nge rich らの方法【1 7]に従 っ て We ste rnblotを
行っ た｡ ニ トロセル 口 - ス 膜上に発色させたバ ンド強度をSc a nJetIIc(He w]ett Pa cka rd,
CA, U S A) によ リ取り込み NIH Image(ver. 1.62) により画像解析した ｡ 榛準晶として
O R精製酵素(Pa nVe r a, VⅥ, USA)を用いた ｡
3. ミ クロ ソ ー ム にお けるテス トス テ ロ ン 6β位水酸化活性測定法
テ ス トス テ ロ ンの メタノ ー ル溶液を必要量ガラス 試験管に取り､ 遠心濃縮機により蒸
発乾固した ｡ 同 じ試験管に 5 % メタノ ー ル溶液 50ptを加え超音波処理 により基質を再
溶解させ ､ 1 mM E D T Aを 25pl､ 0.5 Mリン駿カリウム緩衝液(p‖7.4)を 50p暮及び精製
水を 75pl加え た o 最後 に目的の 最終漉度にな るよう にミク ロソ ー ム溶液 25pI. を加え
た ｡ な お､H L Ms の最終タ ン/てク濃度は 0.1 mghTl[としJns3 A4＋ O R及びIn s3 A4＋ O R
＋b 5の最終 C Y P濃度は ､ それぞれ 20pm ol/m[
'
及び 2pm o)/mIとした ｡ 反応は､ 37℃ の
恒温漕中で 1 分間の プレイ ンキ ュ ベ - シ ョ ンを行っ た後､N A D P H生成系(4 0mM MgCl2,
1 0mM グル コ ー ス -6- リン輯,5 mMN A D P＋,1 0 )U/mL グル コ ー ス ー6- リ ン駿デヒドロゲナ
ー ゼ)25pIの 添加 によ り開始した｡ 反応の停止は, 氷冷したアセトニ トリル 100p暮を加
え ることで行 っ た ｡ 反応停止後､ 内部標準物質として ､ ニ トラゼパ ムの メタノ ー ル溶液
(0･5 pg/nl)を 50pl添加 し､ 1 4,000×gで 1 0分間遠心 した後 ､ その 上清 70p[を測定試
料と した ｡
生成する 6β - ヒドロ キシテ ス トス テ ロン の定量は高速液体タ ロ マ トグラフ法 によ り
行っ た ｡ 装置は し710 0型ポンプ､ し7200型オ ー トサ ンプラ ー ､ L-74 00型紫外吸光検
出器 ､ し7500型タ ロ マ トデ ー タ処理装置(日立, 東京)を用い た｡ カラム は ､ C A P C E LL
P A K C1 8U G120(粒径 5 pm, 4.6¢×250m m, 資生堂, 東京)を用 いた ｡ 移動相は蒸留水
とメタノ ー ルを 40:60(vル)で混合 した もの をリ ン醸によ リpH 3.4 に調整した後 ､ 超
′
音波洗浄器とア ス ビ レ ー タ 一 に よ る減圧 法を併用 し脱気したもの を用 い ､ 流速は 0,7
m 伽in とした ｡ 代謝物の測定は , 244n mをモ ニ タ ー するこ とにより行 っ た .
検量線は検量線用サ ン プルの 内部榛準物質に対する6β- ヒドロキシテ ス トステロ ンの
ピ ー ク高さの 比の値を最小二乗直線回帰する ことにより得た｡
4
. キネテ イ クス の解析
テス トス テ ロ ンの 6β位水酸化反応の キネテ イ クパ ラメ ー タ ー は､10- 1 60pM の範囲
で求めた ｡ テ ス トス テ ロ ンの 6β飽水酸化反応の インキ ュ ベ ー シ ョ ン時間は､ In s3 A4＋
O F=ま15分間､ H L Ms及び ns 3A4＋ OR ＋b 5は 10分間と した ｡ 反応時間につ い て は､
代謝物の 生成量と反応時間の 間に直線性が保持され て い るこ とを確認した ｡
発現系と H L Ms によるテス トス テ ロ ンの 6P飽水酸化反応は､ Micha e[is - Me nte n型の
濃度 ･ 活性曲線を示 したた め ､ 非線形最小二乗法を用 いて(式 1)に回帰するこ とによリ
Km 値および Vm a x値を求めた ｡
v = Vm a xX S/(Km ＋S) (式1)
ここ で ､ v は酵素反応速度 ､ S は基質濃度 ､ Vm a xは最大反応速度, Km はミカ エ リ
ス定数で ある｡
5. 阻害剤の影響
5 - 1) ケ 卜コ ナゾ - ル
H L Ms､ In s3 A 4＋ O R及び hlS3A4＋ O R＋ b 5におけるテス トステ ロ ン (3 0pM) の
6β位水酸化活性 に対する CY P3 Aの 阻害剤であるケ卜コ ナゾ - ル 【18] の影響を検討し
た ｡ 最終溝度が 1 - 1,000nM とな るよう にケ 卜コ ナゾ - ルの メタノ ー ル溶凍を必要量
ガラス 試験管に取り､ 遠心濃縮機により蒸発乾固した ｡ 以下 の操作は ､ テ ス トス テ ロン
の 6β位水酸化活性測定法に従 っ た ｡ な お､ H L Ms の 最終タ ンパ ク濃度は 0.1 m9州 とし､
In s3 A4＋OR 及びIn s3A 4＋ O R＋b 5の最終 C Y P濃度は ､ それぞれ 20pm o)/mI及び2
pm oI/mlとした ｡ イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン時間は ､ H L Ms､ 及び]n s3 A4＋ O R＋ b5につ いて
は 10分 ､ In s3A4＋ OR につ い て は 15分間とした ｡
5 - 2)T A O
H L Ms､ 1n s3 A 4＋ OR 及び】ns3 A4＋ OR ＋b 5におけるテス トステ ロン (30t^M) の
6β飽水酸化活性 に対する T AO の影響を検討した ｡ CYP 3 A4阻害剤である T A O【1 9, 20】
の最終濃度は1 0pM と した ｡ T A Oの メタノ ー ル溶液を必要量ガラス 試験管に取り
一
､ 遠
心濃縮機により蒸発乾固した ｡ 基質非存在下で N A D P H生成系を添加する ことによ リ
15分間のプレイ ンキュ ベ - シ ョ ンを行 っ た 後, 基質溶液を必要量加える こ とで反応 を
開始 した ｡ それ以外の操作は ､ テ ス トス テ ロ ン 6β位水酸化活性測定法と同様に行っ た ｡
なお ､ HL Ms の 最終タンパ ク濃度は 0.1 mg州 と し､ 】ns3 A4＋OR 及びIn s3 A4＋ O R＋
8
b5の 最終 C Y P濃度は ､ それぞれ 40pm oVm]及び1 0prT
･
K)I/mlとした ｡ テス トス テ ロ ン
の 6β飽水酸化反応の イ ンキュ ベ ー シ ョ ン時間は､ H L Ms､ 及びIn $3A4 ＋ O R＋b5は 10
分 ､ In s3 A4＋ O Rにつ いて は 15分間とした ｡
9
結果
1. ヒト肝ミク ロ ソ - ム および C YP 3 A4昆虫細胞発現系における C Y P含量 , O R
含量､ b5含量および OR/C Y P､ b5/C Y P比の比較
H L Ms 及び C Y P発現系に おける C Y P含量､O R含量､b5含量､O R /CY P及 びb5/GY P
につ いて比較した(Tab一e1)｡
CY P含量につ いて は】n s3A 4＋ O R発現系において ､ H L Ms より約 5億高い発現量で
あっ た ｡ - 方､ In s3 A 4＋ OR ＋b5発現系で は H L Ms の含量に比較的近い値を示して い
た ｡ O R含量につ いて We ste m blot による定量を行っ た結果､ 】n s3A 4＋ O R の方が
H L Ms の値 に近い値を示 しており､ In s3 A 4＋ OR ＋ b 5の O R含量は少なくとも HL Ms
の 5倍以上であっ た ｡ また ､ [ns 3 A4＋ O R＋ b 5 の b 5含量につ いては HLM占と同程度
であっ た ｡
OR/C Y P比につ い て はIn $3A 4＋ O R＋ b5が最も高く ､ H L Ms の 5倍高い値であっ た ｡
それ に対し ,In s3 A4＋ O R で は H L Msの値よ り低か っ た ｡】n s3A 4＋ O R＋b 5 のb5/GY P
比につ いて は ､ C Y P含量､ b5 含量とも H L Ms と大差がなか っ た こ とか ら､ H L Ms と同
程度 であっ た ｡
個人 1 2検体から調製された と卜肝 ミク ロ ソ - ム(H G)における C YP､ O R､ b 5 の個
体差をみる と C Y P含量に 9 億の個人差が認め られた の に対し､ O Rと b 5含量にはあ
まり大きな個人差が認められなか っ た(Table 2)｡ しか し､ C YP含量 の個人差により結
果的に OR/CYP には約 9億､ b5/CY Pには約 15億もの差が認められた ｡
2. ケ 卜コ ナゾ - ル による阻害
C YP3Aの特異的阻害剤で あるケトコ ナゾ ー ルの 阻害作用を H L Ms と In s3A4＋ O R
及びIns3A 4＋OR ＋b 5で比較するため､ それぞれの ミ クロ ゾ ー ム におけるテス トステ
ロ ンの 6β位水酸化活性 に及ぼすケ卜コ ナゾ ー ルの 影響を検討した｡ R9. 2A に示 したよ
うに､ ケ卜コ ナゾ - ル は検討を行っ た全て の ミク ロ ゾ ー ム におけるテス トス テ ロ ンの
6β位水酸化活性を濃度依存的に阻害し､ H L Ms と発現系における阻害効果に差異は認め
られなか っ た ｡ 尚 ､ H L Ms, In s3A4＋OR 及び 】n s3 A4＋ O R＋b5にお けるIC5.値は､
1 0
甘aぬIe1 酔r ope柁盲e s ◎ずmic ro s o m e s甘柑 m ba c u‡oviF u S邑mfe cted
豆m s e cモc eMs e xpre s s mg C Y P3舶 a md hu m a nmv e r
■
叩 e Cim e n s.
En zym e loヂ C Y Pc o nte nts O Rc onte nts
b b5c o nte ntsc O R / G Y P b5 / G Y P
(pm ol/mg pro･) (pm o]Img pro･) (pm ol/mg pro.) (pm oI/pm ol) (pm o)/pm ol)
In s3 A4＋ O R
】n s3A4 ＋ O R＋ b5
H L Ms
13 800.Od 97.4
1 4 714.3d 72.9
28 161.3d 342.0
31 1 92.3d 684.5
1 4 151.3b 61.9
n o n e 0.12 n o n e
n o n e 0.10 n o n e
730 2.12 4.5
1 150 3.56 6.0
635 0.41 4.2
】n s3 A 4＋ O R
,
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cyto chro m eP 450o xidoredu cta s e(O R);Jns3 A 4＋ OR ＋ b5, microsom esfro mbaculbvirus-infe cted
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c Spe ctranydetermin ed.
l l
b5(b5);H L Ms, mixture of micros o m e s
Ta払Be2 野r ope柁岳es o曹m葺c r⑳S o m e S曹和 m 12 的u m a mEiveF 坤 eCimems.
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T AO = 10pM
F[g, 2 Effe cts of ketoc o n a z ole(A)a ndTA O(B)o nte sto ste rone6P･hydro xyla s e
a ctfvlty ” H L Ms a nd C Y P3 A 4expre 8 8 ed ln h与O CtC eH$
1n$3A4 ＋ OR , micro s o m e sfro mba c u[oviru s-infe ctedin s ∝tc ells e xpr e s singC Y P3A4 withNA DPH-
cyto chro m eP45Oo xidor edu cta s 8(O R);ms3A4 ＋ O R＋b5 , mic ro so me sl｢ornba c uloviru s-infe cted
ins etc e”s expre s sngC Y P3A4 withO Ra nd cyto chrom e b6(b5);H LMs, mixtu re ofmic ro s o m e s
fro m1 0jndividu aldo n oT,S.
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それぞれ 7.84､ 7.55及び7.78nM で あっ た ｡
3. T AO による阻害
C Y P3 A のm e cha nis m-ba s ed inhibito rで あるT AO による阻害効果をH L Ms とCY P3 A4
発現系で比較 した ｡ R9･ 2 Bは ､ テ ス トス テ ロンの 6β位水酸化活性 に対する T A O の阻
害率を示 した もの で ある ｡ T A Oによる阻害効果は H L Ms に比較して C Y P3A 4発現系の
方が強く ､ 特 にIn s3 A4＋ O R＋b5におい て最も強い 阻害効果が認められ た ｡
4. C Y P 3 A4の キネテイ クス
H L Ms と C Y P3 A 4発現系におけるテス トステ ロ ンの 6β位水駿化活性の キネテ イ クパ
ラメ ー タ ー を 求めた(Table3ノ,Fig.3)｡ Fig. 3 に示した よう に､ Vm a x値は ､In s3 A4＋ O R
＋b 5が H L Ms とほ ぼ等 しい値を示した の に対し､ In s3A4＋ O Rは H LMs の約1/1 0 の
低値を示 した ｡ Km 値に関して は､ いずれの発現系も H L Ms より低い値を示 す傾向が認
められた ｡
1 4
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Enzyme Io甲 Km
(p M)
Vm a x
(pm ol/min/pmd G Y P)
In s3A 4＋ OR
】ns3A4 ＋ O R＋ b5
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考察
昆虫細胞 C Y P 3 A4発現系におけるケ トコ ナゾ - ルの 阻害効果は H L Ms とほぼ同程度
であ り､ 得られた書C5.備に大きな差異は認められなか っ た ｡ この結果は ､ 少なくとも今
回検討を行 っ た発現系が ､ ヒト肝ミクロ ソ ー ム におけるケ トコ ナゾ ー ルの 阻害効果をほ
ぼ正確に再現 しうるとい うことを示 して い る｡ しか し, Table3 よ り明らかなように､
今回用いた発現系で得られ た Km 値は H L Ms と異なっ ており､ CY P発現系と H L Ms で
は阻害剤に対する CY Pの親和性が異な っ て い る可能性が示唆された ｡ 仮に党規系にお
けるケ トコ ナゾ ー ルの親和性が H L Ms と異な っ ていれば,阻害効果もまた変化すると考
えられる｡ これらの矛盾する現象を説明する 一 つ の考えは､ 発現系にお いて生じる基質
親和性の 変動量は基質 によらず 一 定で あり ､ 党規系における阻害剤の 親和性の 変化は基
質と同程度であ るた め阻害効果 に差が生 じない とい う可能性である ｡ 今回の結果はこの
可能性を実証するには不 十分で あるが ､ 今後 ､ 更 に多くの競合阻害剤と基質の親和性の
変化を系統的に検討する こと により この可 能性を明らか にする こ とが でき る もの と思
われる｡
ケ トコ ナゾ ー ルと異なり､ T A Oによる C Y P 3 A の阻害効果には発現系と H L Ms で差
が認められ､ dn s3 A4＋ O R･＋ b5 で最も強く現れた(Fig. 2 B)｡ T A Oによる C YP 3A の阻
害メ カ ニ ズム は ､ T A Oが C YP 3Aによ り代謝されて 生成する N一脱メチ ル体が還元型の
C Y Pに結合 し ､ 帝離 しに< い複合体を形成するため である 【1 9]. 従 っ て ､ T AO による
C Y P 3 A4 の阻 害効果は､ 代謝中間体の生成量が多い ほど強くなると考えられ るdln s3 A4
＋ O R＋b5 は今 回検討を行っ た HLMs および C YP 3 A4発現系の 中で最も O R の発現量
が高く ､OR/CY P比も H L Ms の 5倍以上であ っ た(Table1)｡ この ことか らJns3 A4＋ O R
＋ b5 で最も強い T A O の阻害作用が見 られた の は. In s3A 4＋ O R＋ b 5において は
CY P3 A4に効率的に電子 が供給され ､ T A O の代謝活性化速度が速いため と推定された ｡
今回用 いたtn s3A4＋ OR ＋ b 5における O R/C Y P の比は ､ モル比で約 3,0 と H LMs
の 5倍以上高い値であ っ た(Table1)｡ しか しながら､ テス トス テロ ンの代謝反応におけ
るIns3 A4＋ O R＋ b 5の Vm a xは , H L Ms の Vr m xと同程度で あ っ た ｡ この結果は､ ヒ
ト肝ミクロ ソ ー ム と同程度の Vm a x値を示すCY P3 A4昆虫細胞発現系の O R/CY Pの比
は 10であっ た という Lee らの 報告【21】と良く 一 致 して い る｡ また ､ 今回検討に用いた
In s3 A4＋OR の O R /C Y Pの値は､ H L Ms より若干低い程度であっ たが､ Vm ax 値は1/10
1 7
以下 の低値を示 した(Table3)｡ これらの結果は､ C Y P3 A4発現系における O Rと C YP
の電子伝達の効率が H L Ms に比較して著 しく低い 可能性を示すものである ｡ こ の原因は
不 明であるが ､ H LMs と同程度の 活性を示す発現系を構築するため には､ O Rを H L Ms
の 10 倍以上 の レベルまで高発現させる必要がある ことを示唆する もの と考えられる ｡
一 方 ､ Km 備 に つ い て は､ H L Ms と発現系とでは異な る値を示し､ 発現系にお いて低値
を示 した ｡ こ の 結果 は､ 発現系において と 卜肝 ミク ロソ ー ム よ りも低い Km 値を示すと
いう Ve nkatakrishn a nらの報告【2 2]t 一 致 してい る｡ また ､ Ya m azakiら【23]は ､ b 5を添
加する事によ りテス トス テ ロ ンの 6β位水酸化活性の Km 値が低下する ことを報告 して
い る｡ 彼らの報告と今回の 結果を考え合わせ ると､ 発現系とと卜肝ミク ロソ - ム におけ
る Km 値が H L Ms の 値と異なる原因の 一 つ は ､ 発現系とと卜肝ミク ロソ ー ム における
b 5/C Y P比の相違 である可能性が示唆される｡ しか し､ 今回用 いた発現系で は b 5/C YP
比 のみ でなく O R/C Y P､ 膜構成脂質の組成 も同時に H L Ms とは異な っ て い る こ とから､
これ らの要因が単独で どの 様にKm備 に影響を与え るか につ いて今後再構成系等を用い
て検討する必要があると考え られた ｡
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第二章 C Y P再構成系における代謝活性の 阻害及びキネテ イ クパ ラメ ー タ ー に与える
C Y P､ OR 及びb5組成比の影響に関する検討と と卜肝ミクロ ソ ー ムとの 比較
序文
第 一 章では C Y P3 A 4昆虫細胞発現系とと 卜肝ミク ロソ ー ムにつ い て ､ C Y P及 び O R
含量､ b5含量､ O R及びb5含量と CY P含量の比(O R/C Y P及びb5/G Y P)を比較した ｡
その結果 ､ 発現系と と卜肝ミク ロ ソ ー ム における C Y Pと電子伝達系酵素の存在比 に関
する相違点が明らか にな っ た ｡ また ､ ヒト C YP3 A4昆虫細胞発現系とと 卜肝ミ クロ ソ
- ム で は ､ TA Oによる阻害効果およびキネテ イ クパ ラメ ー タ ー につ い て 相異が認めら
れた｡
ヒ ト C Y P発現系は､ C Y P発現量だけで な<共発現させた電子伝達系酵素(O R及び
b5)の 発現量が と卜肝ミ ク ロ ソ ー ム とは大きく異な っ て いる ｡ また ､ C Y P3 A4による代
謝活性は OR及びb5により大きく影響を受けることも知られて いる【24,25】｡ 従っ て ､
第 一 葦で認められた と卜 C Y P 3A 4発現系とと 卜肝ミクロ ソ ー ムの 差異が O R､ b5およ
びC Y P3 A4 の組成比の葦異に起因する可能性が考えられた ｡
C YP 3 A4 の代謝活性 に及ぼす O Rおよび b5の 影響 につ い ては ､ これまで に再構成
系に よる詳細な 検討が行われ て いる【23, 2 6】｡ しか しな がら､ 阻害剤による影響及びキ
ネテ イ クパ ラメ ー タ ー が C Y P､ O R及び b5の 組成比によりどの ような 影響を受ける
か につ いて は ほとん ど検討 されて いな い ｡ そ こで ､ 本章で は再構成系を用 い O R､ b5
及び C Y P3 A 4 の組成比 と 7 A Oによる阻害及びキネテ イ クパ ラメ ー タ ー との関係につ
い て検討を行 っ た ｡
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実験村料及び方法
1. 材料
b5 の精製酵素(精製b5)は大腸 菌発現系より精製した もの を､OR の精製酵素(精製O R)
は昆虫細胞発現 系より精製した もの を Pa nVe r a(W I, U S A)より購入 した ｡ 2 名の コ ー
カ シア 人の 肝 組織 よ りそ れぞれ調製 した と 卜肝 ミク ロ ソ - A(H G 23及び H G 42)は
Ge nte stより購入 したものを用 いた ｡
Lα -diLa u royトs n-glyc e ro-3-pho spho choJine (D LP C) は Sjgm a ､ Lcx･dioJe oyトs n-
glyc e ro-3-pho sphocho=n e(D O P C)及 び L竹 Pho sphatidyル s e rine(PS)は S R L(Onta rio,
Ca n ada)､ コ ー ル醸ナトリウム及び還元型 グル タチオンは和光純薬工 業(東京)より購入
した ｡ Em ulge n911は花王(東京)より御供与戴いた ｡ その他の試薬は第 一 章と同様特
級また は 一 級の もの を用 いた｡
2. 昆虫細胞発現系からの C Y P3 A4 の精製
再構成系構築 に必要な 精製 C Y P 3A 4を. C Y P 3A4 昆虫細胞発現 系ミ ク ロ ソ ー ム
(Ge nte st)より)m a oka らの方法【27]に従っ て精製した ｡
昆虫細胞発現系ミクロ ソ ー ム を､ 0.2 mM P M S F､ 0.2 mM E D TA､ 0.2 mM D TT及び
20 %グリセロ - ルを含む o.1 M リン酸カリウム緩衝液(pH 7,2)で 1
'
mg/m H=希釈した
後､ 10 %コ ー ル壌ナ トリウム溶液を 0.5 %(vル)とな るよう に添加 し 30分間 4℃ で撹拝
した｡ 撹挿後､ 30,000×g で 3 0分間の遠心分離を行い ､ 可溶化画分 を得た ｡ 得られた
可溶化画分は ､ 0.5 %コ ー ル酸ナ トリウム ､ 0.2 mM P M S F､ 0.2 mM E D TA､ 0.2 mM DT T
及び 20 %グリセ ロ - ル を含む 0.1 M リン駿カリウム緩衝液(pH 7.2)によ り平衡化した
オクテル アミノ ー セフ ァ ロ ー ス 4 Bカ ラム に添加 し､ 0.2 % Em u19e n91､ 0.5 %コ ー ル
酸ナトリウム ､ 0.2 m M P M S F､ 0.2 mM E D Ⅷ､ 0.2 mM D T T及び20 %グリセ ロ - ルを
含む 0.1 Mリン醸カリウム緩衝液(pH 7.2)に より C Y P画分を溶出させた ｡ 得られた溶
出画分は, 分子量 3 万 力 ッ トの 限外ろ過膜(D]A F L O
㊥
, MiMpo r eJapa n, 東京)を用 いて
濃縮 した後 ､ 高速液体ク ロ マ 卜グラフ法 によ り D E A E･5P Wイオ ン交換カラム(7.5 ×
75m m, 東ソ ー , 東京)を用 い て C Y P画分を分離した ｡ C Y P画分は､ 0.4 % Em ulge n911､
20
20 %グリセ ロ - ルを含む 20mM トリス 酢破壊衝液(pH 7.2)によ8J流速 1 mJ/min で溶出
させた｡ この 時､ 41 7n m をモ ニ タ ー するこ とにより C Y P画分の溶出を確認した ｡ 最
後に得られた C Y P画分をハ イドロヰシア パ タイ 卜カラム に添加し､ 0.05% コ ー ル醸ナ
トリウム ､ 20 %グ リセ ロ ー ル を含む 0.01 Mリン酸ナトリウム緩衝液(pH 7.2)により
Em ulgen 911を溶出させ除去した. その 後､ o.o5 %コ - ル醸ナトリウム ､ 20 %グリセ
∩ - ルを含む 0･35 Mリン醸ナトリウム緩衝液(pH 7.2)によリ CY P画分を溶出させた ｡
精製した C Y P 3A 4の 定量は ､ SD S- PA G Eの後 ､ クマ シ ー プリリア ン 卜ブル ー 染色
液 によ り染色する こ とによ り行 っ た ｡ また ､ 得られた 精製 C Y P3 A4につ い て抗 rat
C Y P 3A 2抗体を用い た We sternb)ot により確認を行っ た｡ S DS- PAG Eおよび weste rn
blotは ､ 第 - 章と同様の方法で行っ た ｡
3･ 再構成系におけるテス トステ ロ ン 6β位水酸化測定法
テス トス テ ロ ン の メ タ ノ ー ル溶液は必要量 をガラス 試験管に取 り ､ 遠心濃縮機 によ
り蒸発乾固した . 同じ試験管に 5 % メタノ ー ル溶液 40叶l を加え超音波処理 により基質
を再溶解させ た後 ､ 精製水 30t^暮 を加えた ｡ また ､ 別の試験管に 1 mg/mf リポソ ー ム
(D L P C: D O PC : P S= 1 :l l :1) を 4 p]bnえた後､ 精製 C Y P 3A 4, 精製 O R､ 精製b5
及 び精製水を必要量加えた｡ これに0.5 Mリン醸カリウム緩衝液(pH 7.4)を40pL30mM
還元型グルタチオ ン を 20p]及 び5 m M コ ー ル酸ナ トリウム を 20叶l添加 した ｡ 室温で
10 分間インキ エ ペ - トし､ 30 mM MgCI2 を 20汁]加えた後､ 酵素混合液 110 pIと基
質溶液 70pIを混合 した｡ 反応は､ N A D P H生成系を 20山 添加するこ とで開始し､ 水
冷したアセトニ トリル 100pl を加える こ とで停止 した｡ 生成した 6β-ヒ ドロキシテス
トステ ロ ンの定量は､ 第 一 章と同様に行っ た ｡
4. T A Oの影響
C Y P 3A 4再構成系における T A Oの影響を検討するため､ 昆虫細胞発現 系より得た精
製 C Y P3 A4 を用 いた再構成系での ､ T A O(10pM)の存在下および非存在下 におけるテ
ス トステ ロ ン(10pM)6β位水酸化活性を測定した ｡ 反応は､ 基質以外の反応溶液と TA O
を 1 5分間プレインキュ ベ - シ ョ ンした後に基質溶液を必要量加える ことで開始した以
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外は前述した方法で行っ た｡ イ ンキュ ベ - シ ョ ン時間は15分間とL,た｡ 精製 C Y P 3A 4
の最終 C Y P濃度は 10pm oUmL と した b TA Oの 影響は､ 精製 b5と C Y P 3A 4の 比
(b5/C Y P 3A 4)を 2 とし､ 精製 O Rと C Y P 3A 4の比(O R/C YP3A 4)を0.12 - 2.4 と した場
合､ 及び精製 O Rと CY P3 A 4の比(O R/C Y P 3 A4)を 1.2 とし､ 精製 b5と C Y P3 A4 の比
(b5/C Y P3 A4)を 0･5 - 6 とした場合につ いてそれぞれ検討した ｡
5. キネテ イ クスの解析
再構成系 にお ける C Y P3 A4の キネテ イ クJてラメ 一 夕 ー は､ テス トス テ ロ ンの 6β位
水酸化活性を ､ それぞれ 3 0 - 24 0pM の 基質濃度範囲で測定する ことにより求めた.
精製 C Y P3 A4の最終 C Y P濃度は 1 0pm oI/m[と した｡ キネテイ クパ ラメ ー タ ー は､ 精
製 b5と C Y P 3 A4の比(b5/C Y P 3A 4)を 2 とし､ 精製 O Rと C Y P3 A4 の比(O R/C Y P3 A4)
を 0･1 2 - 2･4 とした場合､ 及 び精製 O Rと C Y P3 A4の比(O R/CYP 3A 4)を1.2 とし､ 精
製 b5と C Y P 3 A4の比(b5/CY P3A4)を 0.5 - 6 と した場合につ いてそれぞれ求めた ｡ イ
ンキ ュ ベ ー ショ ン時間につ い て は 15 分間と した ｡ なお､ キネテイ クパ ラメ ー タ ー の解
析は第 一 章と同様に行っ た｡
6. ヒ卜肝ミク ロ ソ - ム とその再構成系の比較
1Tab]e. 2に示 した ヒト肝ミクロ ソ ー ム12検体のうち､ O R/C YP 3 A4及びb5/C YP 3A 4
が とも に高い ミクロ ソ ー ム(H G 23)と低い ミク ロ ソ ー ム(H G 42)につ い て , テス トステ ロ
ン 6P位水酸化活性に関するキネテ イ クパ ラメ ー タ ー を求めた ｡ また ､ 精製 C Y P 3A 4､
精製 O R及び精製 b5を用い ､ H G23及び HG 42 と同じ O R/C Y P3 A4及 び b5/C Y P 3A4
の比 となる再構成系(RS 23及び R S4 2)を構築し､ この再構成系につ い て もテス トステ
ロ ン 6β位水酸化活性に関するキネテ イ ク パ ラメ ー タ ー を求めた ｡ キネテ イ クパ ラメ ー
タ ー の算出には 20 - 240叶M の基質濃度を用いた ｡ テス トス テロ ンの 6β位水酸化活性
の 測定およびキネテ イ クパ ラメ ー タ ー の 解析は第 一 章と同様に行っ た ｡ 尚､ RS23 お
よびR S 42の O Rjc y p3 A4比は､H Gの C Y P 3A 4含量に対するO R活性(cylo chro m e c還
元活性)に揃えた ｡
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結果
1. 昆虫細胞発現系からの C Y P 3A 4の精製と再構成系におけるテス トステ ロ ン 6β
位水酸化活性に及 ぼす O R及びb5の 影響
精製C Y P 3A 4を得るため ､ O Rを共発現した C Y P3 A 4昆虫細胞発現系を材料と して ､
オクテルアミノ ー セ フ ァ ロ ー ス 4Bカラム､ D EA ヒ- 5P Wイオ ン交換カ ラム及びハ イ ド
ロキシアパ タイ トカ ラムによ り精製を行 っ た ｡ Fig. 4 は ､ 得られた精製 C Y P 3A 4の
S O S- PA G Eお よび We ste rnb]ot の結果で ある｡ Fig. 4 から明らかなように､ 最終精製
品は単 一 の バ ン ドを示し､ ラ ッ ト C Y P3 A2を標品として定量した結果 ､ 最終精製品の
C Y P 3A 4濃度は､ 0.59pm ol/m)であり ､ 最終回収率は ､ 約12 %であっ た ｡
次に､ 得られた精製 CYP 3 A4を用 い て再構成系を構築し､ テス トス テ ロ ン 6β位水
酸化活性と活性に対する O Rおよび b5 の影響を検討した(Fig. 5)｡ その結果､ 今回の
方法で得られた精製 C Y P 3A 4は活性を保持 して おり､ またその活性は OR/C Y P､b5/G YP
の 増加 に依存して増大したが ､ b5による活性増大は b5/G Y P≡ 5.0 以上 で は見られな
かっ た ｡
2. TA Oの 阻害率に及 ぼす O R及びb5 の影響
T A Oによる C Y P3 A 4の阻害に及ぼす O R及び b5の影響を明らか にするため､ 昆虫
細胞発現系より精製した C Y P 3A 4の再構成系を用 いて検討 を行っ た ｡ その 結果 ､ TA O
＼
によるテス トステ ロ ンの 6P位水酸化活性の 阻害率は , O R/C Y P値の 上昇 に伴い上昇す
る傾向が認め られ､ O R/C Y P値を 2.4 と した再構成系で は T A Oによリ約 50 %阻害さ
れた(Fig. 6 A)a - 方 ､ O R/C Y P値を 一 定と した再構成系におい て は､ b5/C Y P備にかか
わらず TA Oによるテス トス テ ロ ンの 6β位水酸化活性の 阻害率はほぼ 一 定の値を示 し
た(Fig. 6B)｡
3. キネテ イ クパ ラメ ー タ ー に及ぼす O R及びb5 の影響
昆虫細胞発現系より精製した C Y P3 A4の再構成系を用いて ､ テス トス テロ ンの 6β
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位水酸化活性の Km 及び vma x値に及ぼす O R及びb5の影響を検討した ｡ Fig. 7 に示
したように ､ テ ス トステ mンの 即位水硬化活性の Km 値は､ O R/C Y P3 A 4値による顕
著な変化は見 られなか っ た ｡ 一 方､ b5につ いて は ､ b5/C Y Pの 増加に伴う Km 値の減
少が認められた ｡ Vm a x植に関して は､ O R/C Y P3 A4及び b5/C Y P3A 4の 上昇に依存し
た増加を示 した ｡
4. C Y P3 A 4､ O R 及び b 5を と卜肝ミク ロ ソ - ムと等しい組成比と した再構成系
で の検討
キネテ ィ ツタ パ ラメ ー タ ー へ の O R/C Y P及び b5/C Y P比の影響が示唆されたの で ､
ヒト肝ミク ロソ - A(H G 23及び H G 42)と同 一 の O R/C Y P及び b5/C Y Pを有する 2 桂
の再構成系(R S 23及び R S 42)を､ 昆虫細胞より精製した C Y P 3A 4を用いて構築し, チ
ス トステ ロ ンの 6P位水酸化に関するキネテ イ クス を検討した (Fig. 8, Table 4)｡ その
結果､ OR/C Y P値及び bS/C Y P億をと卜肝ミク ロソ - ムと揃えた再構成系で は､ それ
ぞれ対応 した と 卜肝 ミク ロ ソ - ムと同程度の Km 値を示 した(1Table 4)｡ 一 方 ､ Vm a x
値に関して は､ 再構成系における億は､ 対応すると卜肝ミクロソ ー ムにおける値の 1/1 0
以下の低値で あっ た ｡
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Tabヨe4 K垂m e触 pa r a m e蜘 S o甘息e s骨o s蜘 ome6β･hy如oxyさa蜘 n
岳m M L 醐S a ndr e c o m sせ柁u旭d C Y P3 Å4
Km Vmax
(p醐) (pm oVmin佃m oほ Y P)
M G 23 2 乱2 4乱2
R S 23 29.3 3.7
M G 42 4010 31.1
托$42 35.2 臥8
Data are e xpr es s ed asme a n of duplicatio n･
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考察
今 臥 昆虫細胞発現系より活性を保持した C Y P3 A4の 精製に成功 した(Fig. 5)｡ 今回
用 い た精製方法【27】は ､ 酵母発現系か らの C Y P の精製法で あるが ､ 昆虫細胞発現系か
らの精製 にも応用可能で あると考えられた ｡ また ､ その精製 した C Y P3 A 4を用 いて再
構成系を構築し､ テス トステ ロ ンの 即位水酸化活性に及ぼす OR 及び b5の影響を検
討したとこ ろ ､ O R及び b5の組成比の増加に従 っ て活性が増大する傾向が見られた ｡
この結果は､ これまで に報告されて いる O R及び b5が C Y P 3A 4の活性に影響すると
いう知見【23,26, 28 - 32】と 一 致して いた｡ また ､ キネテ イ ク/てラメ 一 夕 一 に及ぼす O R
及び b5 の 影響を再構成系におい て検討した ｡ その 結果､ C YP 3 A4 に対する O Rある
いは b5 の組成比 を変化さ せる ことにより､ Km 健や Vm a x傾が変化する こ とが明らか
とな っ た(Fig. 7)｡
Ya m a z akiら【23]は､ b5添加によりテス トス テロ ンの 6β位水酸化の Km 催が低下す
るこ とを報告して いる b 今回､ Km 億 につ いて は､ b5だけでなく O Rの 添加によっ て
も変化するとい う興味深い知見が得られた｡ この原因は明らかではないが ､ C Y P3 A4､
O R及 びb5の相互作用が それぞれの組成比により変化した可能性が考えられた ｡
一 方､ C Y P 3A 41羊よる代謝反応に関して は ､ ヒト肝ミクロ ソ - ムにおける Km 償お
よび Vm a x値に大きな個体差がある ことが知られ て いる【33, 34】｡ 今回の 再構成系で の
検討で は､ C Y P 3 A 4による代謝反応に関する Km 催及び vm a x値は C Y P 3A 4に対する
O Rあるい は b5の 組成比によLJ大き<変動する ことが明らか となっ た(Fig, 7)｡ Table2
に示 した よう に､ 12検体の と卜肝ミクロ ソ ー ム における C Y P3A 4 の発現量には大き
な個体差が存在 し､ O R /C YP 3 A4及び b5/C Y P 3A 4の倦も検体間で大きく異なる. そ こ
で ､ O R/C Y P3 A4 及 び b5/CYP3A 4の値が大 きく異なる 2 種の と 卜肝 ミ ク ロ ソ ー ム
(H G 23及び H G 42)に つ い て ､ テス トステ ロ ンの 6β位水酸化に関するキネテ イ クパ ラ
メ ー タ ー を求めた とこ ろ ､ Km 値及び vm a x値の いずれ に つ いて も検体間で 異な る値
を示 した(Fig. 8, TTable 4). さらに ､ 2 種の と 卜肝ミク ロ ソ ー ムと等しい O R/C Y P3 A 4
値及び b5/C YP 3 A 4値と した再構成系(R S 23及び R S42)において テス トス テロ ンの 6β
位水酸化 に関するキネテ イ クパ ラメ ー タ ー を求めた ところ ､ ヒト肝ミ ク ロ ソ ー ム再構
成系は､ ヒ ト肝 ミク ロ ソ ー ム の Km 値とよく 一 致 した値を示 した(1Tab]e 4)｡ これらの
結果より , ヒト肝 ミクロ ソ ー ム にお ける Km の個体差には ､ O R/C YP 及 び b5/C YPの
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個体差が閑卑して い る可能性が考えられた o O RノC Y P及び b5/C YP値を ヒ卜肝ミク ロ
ソ - ムと同 - にするこ とによu､ ヒ卜肝ミク ロ ソ - ム における Km 値とよく 一 致 した
値を再構成系におい ても得る こ とが可能であ っ たの に対し､ 再構成系の Vm a x値は ､
ヒ卜肝ミクロ ソ ー ム の催の 1/1 0以下の 低値で あ っ た(Fig･ 8, TTable 4). Ya m a z akiら【25]
は ､ C Y P3 A 4再構成系にお い て C Y PI A 2の添加により､ テス トス テロ ンの 即位水酸
化活性が上昇する こ とを報告 して い る ｡ この 報告は ､ C Y P間の 相互作用の 存在を示唆
するもの であり ､ Vm a x備に関 して は､ C Y P 3 A4､ O R及び b5の組成比以外の 要臥
例えば C Y P間の 相互作用な どにつ い て検討する必要があると考えられた ｡ また､ C Y P
再構成系における代謝活性に は C Y P含量や電子伝達系酵素(O R及び b5)だ けでなく ､
脂質の 豊､ 種頼及び組成屯大きな影響を与え る ことが報告されて い る【35-3 8】｡ C Y P間
の 相互作用等が起 こるた め には､ C Y P同士 が同 一 膜上 にある ことが必要で あるた め ､
再構成系で使用 して い る人エ 脂質でヒ 卜肝 ミク ロ ソ ー ムの 脂質膜と同 一 の 条件を再現
し得る条件の設定等 につ いて ､ さらに詳細な検討が必要と考えられた ｡
ヒ 卜 C Y P発現系とヒ 卜肝 ミクロ ソ - ム で相違の 認められた TAO による C Y P3 A4の
阻害に関 して ､ 昆虫細胞発現系よ リ精製した C Y P3 A4の 再構成系を用 い て検討した と
こ ろ､ O Rの増加に伴い Ⅷ 0 による阻害効果が増強する結果が得られた(円9. 6)｡ 再構
成系における O R の増加は CYP3 A 4ヘ の電子伝達効率を上昇させると考えられること
からJA Oによる阻害は CY P3A 4へ の 電子伝達効率に依存する ことが示唆された｡17LO
は C YP3 A4によ り 代謝 され る こ と に よ U 阻害作用 を発現 す る m e cha nis m_ba s ed
inhibito rであり【1 9】､C Y P 3 A4 ヘ の電子伝達効率が向上することで , 阻害効果 を示す m O
の 代謝中間体の 生成量が増大し､ 阻害効果 を増強させ るもの と考えられ る ｡ この こ と
は ､ 第 一 章にお い て検討した発現系の 申で 最も高い O R の発現量を示した 昆虫細胞発
現系(Jn s3 A4 ＋ O R＋ b5)にお いて ､ その代謝活性が m Oによ8J最も強く阻害されたと
い う結果(Fig. 2) と良く 一 致 して いた ｡
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第三章 ヒ ト肝 ミク ロソ - ム代替法として使用 しうると卜 I
'
n vJ
'
&0 薬物代謝実験系の構
築に関する検討
序文
第ニ章で は ､ 第 - 章で相異の 認められた T A Oによる阻害効果およびキネテ ィ ツ クパ
ラメ ー タ ー に つ いて ､ そ の原因と考えられた O Rおよぴ b5の含量と CY P含量の 比の
影 響 を ､ 再 構 成 系 を 用 い て 検 討 した 結 果 ､ キ ネ テ ィ ツ ク パ ラ メ ー タ ー お よ ぴ
m e cha nis m･ba s ed inhibito rで ある TA Oの 阻害効果 に､ その 存在比が大き< 関与 して
い る こ とを明らか と した ｡ また ､ この 存在比を ヒ卜肝ミク ロ ソ - ムと揃えることで ､
基 質との 親和 性に つ い て は ､ ある程度再構成系におい て も再現が可能で ある と考えら
れ たが ､ 活性値 はヒ 卜肝 ミク ロ ソ - ムで 得られる値には達 しなか っ たた め ､ 存在比以
外の要因も考慮する必要性が示唆された ｡
これまで に C Y P3A4 再構成系での検討で は､ C Y P間相互作用を示唆する報告【25】が
な され て い る ｡ また ､ 脂質の 畳､ 種類および組成も代謝活性に大きく影響する こ とが
報告され て い る【35-38]｡ 従っ て ､ ヒ卜肝ミ ク ロ ソ - ムの代謝特性を完全に再現する為
には , O R/C Y Pおよび b5/C Y P比の調整の みならず, その 他の要因の 関与も考慮する
必要があると考えられた ｡
そ こで ､ 本章ではヒ ト肝ミクロ ソ ー ムでの 代謝活性を再現し得る系の構築を目指し､
電子伝達系酵素以外の要因として膜構成脂質に着目し､ 小胞体膜を有 し､ か つ O R/G Y P
およぴ b5/CY P比の調整が可能となるよう､ C Y P単独の発現系を作製し､ 作製した発
現系よリミク ロ ソ ー ム を調製して ､ その代謝特性をヒト肝ミクロ ソ ー ム と比較 した .
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実験材料および方法
1. 材料
Sf9(Spo ndopte rafrugipe nda)および Tn5(Tn
'
chop/u sia n/)昆虫細胞､ 昆虫細胞培養用
培地は旭硝子株式会社(千葉)よリ御供与戴いた ｡ ヒ卜肝ミ ク ロ ソ - ム は Ge nte st よリ
購入 した｡ 精製 O Rおよぴ精製b5は第ニ章と同様のもの を用 いた ｡
コ ー ル醸はナカライテ ス ク(京都)より ､ He min chlo ride は Sigm a よリ購入 した｡ そ
の 他の 献茶は特級ある いは 一 般の もの を用 いた o
2. C Y P単独発現系の作製
C Y P3A4の昆虫細胞単独党規系を､ BAG-T O- BAC' M Ba c ubvir u sExpre sio nSyste m s
(LifeTe chn o)ogie s' ”, N Y, U S A)を用 い て件製した ｡
2 - 1)組み換えプラス ミ ドの作製
本法のた め にデザイ ンされ た AcN P V(Autographa c aWo m I
'
c a n u cle a rpolyhedro si
vir u s)系の pF ASTBA C1 p[a s midの マ ルチクロ ー ニ ングサイトに､ 旭硝子株式会社より
提供された と卜 C Y P 3A4発現 ベクタ ー , PT L3 A4 より抜き出した C Y P3 A4配列を制限
酵素処理 により組み込 んだ ｡ 組み換え体を ア ン ピシリン耐性により選別 ､ ク ロ ー ニ ン
グした(Sche m e1)｡
2 - 2)バ クミドの調製
ク ロ ー ニ ングされた組み換え pFASTBAC pla s midを ､ バ キュ ロウイル ス シ ャ トル ベ
ク タ ー で あ る バ ク ミ ド(b M O N 1427 2)を保有する コ ン ビ ー テ ン ト大腸菌(D HIOBA C
' ”
Es cherjch]
'
a c oll)1こ形質導入する こ とで ､ D H I O BA C内の he[pe rpla s mid(pM O N7124)
の 働き により ､ バ クミ ドク ロ モ ソ ー ム 内と pF AS TBA C内の トランス ポゾン配列で の組
み換えが起こ り ､ バ クミ ドクロ モ ソ ー ム へ 目的タ ンパ クの cD N Aが組み込まれた組み
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換え バ クミ ドが 生成する ｡ この 組み 換えバ クミ ドをカナマ イシ ンおよぴゲ ン 夕 マ イシ
ン耐性により選別し､ クロ ー ニ ングした(Sche m e2)｡
2 - 3)組み換え バキ ュ 口 ウイルス の調製
ク ロ ー ニ ン グされ た組み換え バ クミ ドを､ S 相 見虫細胞へ カチオ ン性脂質就薬で あ
る CE LLFE C TINによりトランス フ ェ クシ ョ ン し､ 2 - 3 日間浮遊振塗培養する こ とで ､
目的タ ンパ クの cD N Aを組み込んだバキュ 口ウイルス パ ー ティ クル(培養上溝)を得た ｡
感独力(タ イタ ー )を上げる ため , この 組み 換え ウイルス を 3回ほど増幅し ､ 高タイ夕
- の 組み換え ウイルス を得た(Sche m e3)｡
2 - 4)C Y P 3 A4タ ンパ クの 発現
得られた 高タイタ ー の 組み換えバ キ ュ ロウイルス を ､ 浮遊振塗培養 して い る Tn5 昆
虫細胞に MOl(multiplicity of infe ctio n)が 2 とな る量を添加し感染させた ｡ 尚､ インフ
ェ ク シ ョ ンする細胞数 ､ M O】､ ウイル ス タイタ ー および添加するウイル ス 畳 の 関係は
以下 の式に従 っ た｡
In o c ul m required(ml)
= de sired M Ol(pfu/G en)×(Totaln u mbe r ofc e”s)/ ¶te r ofvir alin o c ul m(pfu/mL)
ウイルスをイ ン フ ェ クシ ョ ン後､ 24時間後に 3 pg/m[の He min .(0.1 N▲アンモ
ニ ア溶
演)を添加 し､ さ らに培養､ ウイルス 添加後 62 - 70時間後に細胞を遠心 により回収し
た ｡
2 - 5)C Y P単独発現系からの ミクロ ソ ー ム調製
回収した細胞ペ レッ トの重量を測定し､P B Sで洗浄後､重量の 3倍容量の 1 mM E D †A
および 20 %グリセ ロ - ル含有 0.1 N リン酸(Na/K)緩衝液(pH 7.4)で懸濁した ｡ 懸濁液
を prote a s einhibito r(1 mM P M S F)存在下で so nic atio n により細胞を破砕 し､ 上清を
9
,
0 00×g で 2 0分 間遠心 し､ そ の上清を超遠心(1 05,000×g､ 60分間)した ｡ 超遠心沈
査を 1 mM E D171および 20 %グリセ ロ - ル含有 0.1 Nリン酸(Na/K)緩衝液(pH 7.4)で
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懸濁し､ ミクロ ソ - ム分画(Tn5(SA 斗))t した｡
3. C Y P 3 A4発現畳測定
今回作製した ､ CYP3 A 4単独昆虫細胞発現系から調製した Tn5(3A 4)ミ クロ ソ
- ム を
用い て ､ C Y P 3 A4発現畳を CO 差ス ペ クトル法【3 9]およぴ Imm u n oblot法により測定し
た . hTl m u n Oblot に用 い た試薬等は策 - 章と同様の ものを用いた ｡ 標準品として 市販
の CY P 3A 4精製酵素(Pa nVe ra)を使用し､ Tn5(3 A 4)ミクロ ソ
ー ムの C Y P 3 A
1
4 含量を定
量した｡
4. Tn5(3A4)ミク ロ ソ ー ム におけるテス トス テロ ン 6β位水酸化活性の 測定
第 一 章と同様の方法で測定した ｡ 乱 丁n5(3 A 4)ミク ロソ - ム の最終 C Y P浪度は 20
pm ot/mlとした ｡
4 - 1)コ ー ル酸ナ トリウム 濃度の至適化
今回作製した Tn5(S A斗)ミク ロ ソ
- ム は､ C Y P 3A 4単独 の発現系で あるため ､ 反応に
必要な O Rおよび b5を外部より添加する必要があると考えられた ｡ そ こで ､ C Y P 3A4
と電子伝達系酵素との 反応性を向上 させ るた め､ Tn5(3 A4)ミク ロ ソ
- ム にコ ー ル酸ナ
トリウムを適量添加する こ ととし ､ その 濃度の 至適化を行 っ た ｡ Tn5(3A4)ミク ロソ
ー
ム と精製 O R､ 精製 b5および 50 %グリセ ロ ｢ル溶液を 20 %となるよう添加 した混合
液に､ 1 0 %コ ー ル駿ナトリウム を 0･5 - 1･5 %となるよう添加した｡ 4℃下で 10分間放
置した後､ その 混合液を用 いて テス トス テ ロ ン 6β位水酸化活性を測定し､ 最大活性が
得られるコ ー ル醸ナトリウム浪度を求めた ｡
4 - 2)MgCl2および G S H の影響
これまでに CYP3A 4の代謝活性は ､ Mg の ようは 2 価のイオ ンおよぴ G S Hにより
影響を受ける ことが知られ て おり【24, 25, 40
- 44】､ 再構成系での活性測定に際して ヒ
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卜肝ミクロ ソ - ム での活性値 へ 近似させるために必要なコ ンポ ー ネントとされて いる ｡
そ こで ､ 今回作製した Tn5(S A 斗)ミ ク ロソ - ム で のテ ス トス テ ロ ン 6P位水酸化活性測
定に､ MgCI2および G S Hが反応コ ンポ ー ネン トと して必要かどうかを検討した ｡
Tn5(3 A4)ミク ロ ソ ー ムと精製 O R､ 精製 b5および 50 %グリセロ - ル溶液を 20 %と
な る よう添加 した混合液 に ､ 10 %コ ー ル醸ナトリウム溶液を 1.25 %となるよ う添加 し
た ｡ 4℃下で 10分間放置 した後､ 0.1 Mリン醸カリウム緩衝液(pH 7.4)と 1 mM E D TA
を添加した反応混合液に ､ G S Hある いは M9Cl2､ または両方を再構成系での 活性測定
時(第二章)t 同一 の漉鹿 とな るよう添加し､ テ ス トス テ ロ ン 6P位水酸化活性を測定し
て再構成系で の活性値の 変化と比較した ｡
4 - 3)O Rおよびb5添加量の至適化
コ - ル酸ナ トリウム濃度､ MgC]2 およぴ G S Hの要不要等の 条件決定後､ 次い で反応
に必須の O R の添加量､ およぴb5 の添加量につ いて 最適化を行っ た ｡
Tn5(3 A4)ミ ク ロ ソ - ム内 の CY P3 A 4量 に対 して 多量(O R/C Y P= 3.0)また は少量
(o R/C Y PI 0.3)の精製 O R､ および精製b5を b5/C Y Pが 0 - 1 0(m o[比)となる豊を添
加し､ テス トステ ロ ン 6β位水酸化活性を測定した ｡
5. キネテ イ クス の 解析
上記で設定 した反応条件下 におい て ､ テス トス テ ロ ン 6β位水硬化活性の キネテ ィ ツ
クパ ラメ ー タ ー を､ 第 一 章と同様 ､ 基質濃度 1 0 - 160卜M の範囲で求め ､ ヒト肝ミク
ロ ソ ー ム で得られた デ ー タ と比較した ｡ 尚 ､ Tn5(S A斗)ミク ロ ソ ー ム の最終 C Y P濃度
は 20pm ol/ml､ 反応時間は15分間とした｡ 第
一 章と同様に得られた活性備につ いて ､
非線形最小二乗法により Km 値および Vm a x値を算出した ｡
6. 阻害剤の影響
上記で 設定 した反応条件下に お い て ､ テ ス トス テ ロ ン 6β位水蜜化活性 に対する
c y p3 A 4選択的阻害剤であるケ 卜コ ナゾ - ルおよび TA Oの 影響につ い て検討し､ ヒ卜
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肝ミク ロ ソ - ム で得られたデ ー タと比較した ｡
6 - 1)ケ 卜コ ナゾ - ル
Tn5(3A 4)ミ クロ ソ ー ム におけるテ ス トス テ ロ ン(30 pM)の 6β飽水軽イヒ活性に対する
ケ 卜コ ナゾ - ルの 影響を検討 した ｡ 反応に用 いた ケ 卜コ ナ ゾ - ルの 濃度および反応条
件等は ､ 第 一 章と同様とした . 乱 丁n5(3A 4)ミク ロソ ー ムの最終 C Y P漉度は 20pm ol/ml､
反応時間は 15分間と した ｡
6 - 2)TA O
Tn5(3 A4)ミク ロ ソ ー ム におけるテス トステ ロ ン(3 0pM)の 6β位水硬化活性 に対する
TA Oの 影響を検討した . 反応 に用 いた TA O の濃度および反応条件等は ､ 第 一 章と同
様とした ｡ 尚､ Tn5(3 A4)ミ クロ ソ - ムの 最終 C Y P漉度は 20pm o暮/mI､ 反応時間は 15
分間とした｡
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結果
1. BA G- TO-BA C' ” Ba c ulo viru sExpr e s sio nSyste m sを用 いた､ C Y P3 A 4単独昆虫
細胞発現系の作製
今回 ､ O Rおよび b5と C Y Pの組成比が調整可能で ､ かつ 小胞体膜を有する発現 系
を ､ BAC-T O-BA CT” Ba c u暮o viru sExpr e s sio nSyste m s費用いて作製した(Sche m el - 3)｡
作製 した C Y P単独発現系よりミク ロ ソ ー ム(Tn5(3 A4)を調製し､C Y P3A 4の 発現を CO
差ス ペ ク トル による定量およぴ weste rnblotによ り確認した(Fig. 9, 10). 精製 CY P3 A4
を標品と して用 いた We ste rnblot による発現畳は､ 約 1 80pm ol/mg protein であっ た
が ,C O差ス ペ クトル法による定量の結果 ､Holo タイプの発現量は約55pm ol/mg protein
と全党規畳の約 30 % であ っ た｡
2. Tn5(3A 4)ミク ロソ - ム によるテス トステ ロ ン 6β位水酸化活性測定
2 - 1)コ ー ル酸ナトリウム濃度の影響
今回調製 した Tn5(S A斗)ミク ロソ ー ム は､ C Y P3 A 4 のみ単独の発現系であるた め､ 代
謝活性測定に必要な O Rおよびb5は外部より添加する必要がある｡ その ため､ C Y P 3A 4
と電子伝達系酵素との 反応性を向上させ るた めに ､ 発現系ミク ロソ ー ム に添加する ､
コ ー ル醸ナ トリウム の 濃度 につ い て 至適化を行っ た ｡ その 結果､
.
Tn5(344)ミク ロ ソ -
ム と OR および b 5を混合した際に ､ コ ー ル酸ナトリウム濃度を 1.25 %と した系にお
い て最大活性が得られた(Fig. ll). また ､ これ以上 コ ー ル醸ナトリウム濃度が高くなる
と､ 逆に活性は減少した ｡
2 - 2)M9Cl2および G S Hの影響
C Y P3 A 4 の代謝活性は, M9 の ような 2 価イオ ンおよぴ G S Hの影響を受ける ことが
知られ て お り ､ 再構成系での 代謝活性測定時に必要な コ ンポ ー ネントとされ て いる ｡
そ こ で ､ 今回調製 した Tn5(3A 4)ミ ク ロ ソ ー ム での テ ス トス テ ロ ン 6β位水酸化活性測
定時に MgCl2および G S Hが必要かどうかを検討 した ｡ その結果､ Tn5(3 A4)ミ クロ ソ
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- ム での テ ス トス テ ロ ン 6β位水酸化活性は ､ M9Cl2 およぴ GSH の 存在下 ､ 非存在下
に関わらずほぼ 一 定の催であっ た(Fig. 12)｡ こ の ことから､ 今回調製した Tn5(3A 4)ミ
ク ロ ソ ー ムを用 いた テス トス テ ロ ン 6β位水軽化活性測定系には､ MgCI2 および G S H
の 添加は必要な い もの と考えられた｡
2 - 3)O Rおよぴb5添加量の 至適イヒ
Tn5(3 A4)ミク ロ ソ - ムでの テ ス トス テ ロ ン 6β位水酎ヒ活性測定時に､ ヒト肝ミク ロ
ソ - ムでの代謝活性に近似した活性値を得られる系の構築を目指し､ 反応に必要な O R
お よ び b5添 加 量 の 至適化を 行 っ た ｡ その 結果 ､ O R は C Y P3 A4 に射 し十 分過 畳
(O R/G Y P: : 3.0)ある方が活性は高く ､ また b5はある程度の添加量以上で は活性上昇の
飽和が認められ た(Fig,13)｡ よっ て ､ 反応系に添加する O R畳は C Y Pに対して 3倍 m oI
畳､ b5畳は C Y Pに対して 5倍 m oI畳とした ｡
3. Tn5(3 A4)ミク ロ ソ - ム におけるテス トス テ ロ ン 6β位水硬化活性の キネテ ィ ツ
クパ ラメ ー タ ー
上記で 決定 した Tn5(3A 4)ミク ロ ソ ー ム で の テス トス テ ロ ン 即位水酸化活性測定条
件下 にお い て ､ キネテ ィ ツ タ パ ラメ ー タ ー を求め ､ ヒ卜肝ミク ロソ ー ム で得られた値
と比較 した ｡ そ の結果 ､ Vm a x値につ いて はヒ 卜肝 ミク ロ ソ - ムに近似させ る ことが
出来た(Tn5(3A 4)v s. HL Ms;18.4 v s. 25.7 - 69.0 pm ol/min/pm oJ G Y P) が ､ Km 値はヒ
卜肝ミク ロソ ー ムで の値の 2倍から7倍の 高値を示 した (Fig. 1 4,TTable5)｡
4. 阻害剤の影響
4 - 1)ケトコ ナゾ ー ル による阻害効果
Tn5(3 A4)ミク ロ ソ - ムを用 いたテス トス テ ロン 6β位水酸化活性に対するケ トコナゾ
- ル の 阻害効果 に つ い て ､ ヒ ト肝 ミ ク ロ ソ ー ムで の 結果を比較 した ｡ そ の 結果 ､
Tn5(3 A 4)ミ クロ ソ ー ムで の活性 も､ ヒト肝 ミク ロ ソ ⊥ ム と同様 にケ トコ ナゾ
ー ルの 濃
度依存的に阻害されたが ､ Tn5(3 A4)ミクロ ソ ー ム を用 いた実験系におけるケ トコ ナゾ
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- ル の IC50値は約 30nM と､ ヒ卜肝ミク ロソ ー ム の値(10nM)よリ大きな 値を示 した
(Fig, 1 5A)c
4 - 2)T A Oによる阻害効果
Tn5(3A 4)ミク ロ ソ ー ム を 剛 ＼たテ ス トス テ ロ ン 6β位水酸化活性 に対する TA 0(10
pM)の 阻害効果に つ いて ､ ヒト肝ミク ロソ ー ム での結果を比較した｡ その 結果 ,Tn5(3A4)
ミク ロ ソ - ムを用いたテス トステ ロ ン6P位水酸化活性に対するTA O の阻害率は約23 %
と､ ヒト肝ミクロ ソ - ムでの 活性 に対する阻害率(約 35%)t近似した値が得られた(Fig.
1 5B)｡
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考察
第二 章において ､ O R および b5 と C Y Pの 組成比の調整のみでは ､ ヒト肝ミクロ ソ
- ム における活性倦まで は再現出来な い こ とが明らか とな り､ O Rおよび b5と C Y P
の 組成比以外の代謝活性 に影響を与える要図(C Y P間の 相互作用【25】､ 脂質膜の 種頬や
組成【35-38】)にも考慮する必要性が示唆された ｡ そ こで ､ 本章ではその他の 要因として ,
再構成系とと 卜肝 ミク ロ ソ ー ムで の 脂質膜構成成分 の 相異 に着目 し､ ヒ ト肝ミ クロ ソ
- ム と 同様に小胞体膜を持たせ るこ とで ､ 代謝特性をよ8Jヒト肝 ミク ロ ソ - ム に近似
させ ､ ヒト肝ミク ロ ソ - ムで の代謝活性をも再現しうるような と卜 ]
･
n vI
･
tro薬物代謝実
験系の 構築が可能であるか検討した ｡
膜画分と して ､ ヒト肝 ミク ロ ソ - ム と同様小胞体膜を有 し､ かつ O R/CYP および
b5/C YPが調整可 能とな る よう C Y P 3 A4を単独発現 させた昆虫細胞発現 系を､ B A G_
T O-BACT ” Baculo vir u sExpr e s sio nSystem sを用 いて作製した ｡ この C Y P 3A4 単独昆虫
細胞発現系か ら調製 したミク ロ ソ ー ム を用 い て ､ テス トステ ロ ン 6β位水 酎ヒ活性を測
定 した ｡ その 際 ､ 再構成系を用いて の活性測定時に ､ ヒト肝 ミク ロ ソ ー ム の 活性を再
現するた めに必要 とされ る､ MgCl2 および G S Hの影響につ いて検討 した ｡ その結果 ､
M9C12 およぴ G S Hの どちらか ､ ある いは両方の存在, 非存在下でも活性は影響を受け
ず(Fig･ 1 2A)､ 今回作製 した C Y P単独昆虫細胞発現系か ら調製したミク
.
ロ ソ ー ムを用
い た活性測定には , これらの コ ンポ ー ネン トは不必要と考えられた ｡ リン パ 芽球発現
系での検討におい て ､ M9
2＋が過剰量存在すると C Y P3 A4活性部位の 形態が変化し､ 代
謝特性も変化する可能性を示唆する知見【44]や ､ G S H の溝度 によっ て は却 っ て活性を
阻害する とい う報告【24】も得られ て い る こ とか ら ､ これ らの コ ンポ ー ネン トは出来る
だけ反応系に添加 しない方が望ましいの ではないか と考えられた ｡
また ､ 今回調製した ミク ロ ソ - ムを用いてテ ス トス テ ロ ン 6β位水酸イヒ活性の キネテ
ィ ツ タ パ ラメ ー タ ー を求 めた とこ ろ ､ 小胞体膜を有する発現 系と した こ とで ､ 活性値
(Vm ax 値)につ い て はと 卜肝ミク ロ ソ ー ム に近似させる ことが 可能であ っ たが ､ 基質と
の親和性(Km 値)が と 卜肝 ミク ロソ ー ムよりも高値 を示 した ｡ この 結果は ､ ヒト肝 ミク
ロ ソ ー ム と同様 に小胞体膜 を有 して も ､ 今回得られ た発現系とヒト肝 ミク ロ ソ - ムの
間には基質と C Y Pとの相互作用に差がある ことを示唆して い るもの と考え られた ｡ 加
え て ､ 今回調製したミク ロ ソ ー ムを用 いて ､ テス トス テ ロ ン 6β位水酸化活性に対する､
50
ケ トコ ナゾ … ル および Ⅷ ○ の 阻害効果につ い て 検討した と ころ､ TA Oによる阻害効
果はと 卜肝ミク ロ ソ ー ム とほぼ同程度だっ た の に射し､ ケ トコ ナ ゾ ー ル によ る阻害効
果 に若干の 相異が認められた ｡ こ の 結果とキネテ ィ ツ タ パ ラメ ー タ ー で認 められた基
質との 親和性の 差異を合わせて考え ると ､ 今回作製した C Y P単独発現系から調製 した
ミク ロ ソ - ム内で の C Y P3A 4の コ ン フ ォ - メ - シ ョ ンが ､ ヒト肝ミ ク ロ ソ ー ム内の
C Y P3A4 と異なっ て い る可能性が考え られた ｡ コ ン フ ォ ー メ - シ ョ ンが 変化し､ 基質
との相互作用 に変化が生 じると､ C Y Pへ の 電子伝達の 効率が低下する ことが知られて
おり【45】､ 今後 ､ こう い っ た点にも配慮して 発現系を作製する必要が ある こ とが考え
られた｡
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総括
1. ヒ ト C Y P発現系と と卜肝ミ ク ロ ソ ー ム の相違点(阻害剤の効果およぴキネテ ィ ツ
クパ ラメ ー タ ー )を明らか にし､ その 原因が電子伝達系酵素(O Rおよび b5)a C Y P
との 含有比の相違にある可能性を示 した｡
2･ 再構成系で の検討 により ､ m e cha nis m･ba s ed inhibito rである TAO の阻害効果は､
電子伝達系酵素(O R)a C Y Pの 含有比によリ影響を受ける ことを明らか に した ｡ ま
た ､ 電子伝達系酵素と C Y Pの 含有比を調整する ことで ､ 基質との 親和性につ いて
は ､ ある程度ヒ卜肝ミク ロソ - ム の状腰を再現し得るこ とを示 した｡
3･ 電子伝達系酵素と C Y Pの 含有比を調製する ことが可能で ､ かつ 小胞体膜を有する
C Y P単独の 発現系を作製する こ とで ､ ヒ ト肝ミ クロ ソ ー ムの 代謝活性 レベ ル に近
似する活性を得る こ とが可能で あ っ た ｡ しか し､ 基質との親和性お よびケ トコ ナ
ゾ ー ルの 阻害効果はと卜肝ミク ロソ ー ム と異なる結果を哀した ｡
以上の結果より , ヒ ト肝ミ ク ロ ソ ー ム の代謝特性 を完全に再現し､ ヒ ト肝 ミク ロ ソ ー
ムの代替法として使用 し得る I
･
n 伽 薬物代謝実額系の確立の為には､ 電子伝達系辞素
と C Y Pの 関係および脂質の構成等に関して､ さらに詳細な検討が必要と考えられた ｡
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